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PROCEDE DE FIXATION D'UNE PHOTEIKE SUR UN POLYMERE A 
BASE DE PYRROIiE ET SON UTILISATION POUR IiA FABRICATION 

D'UN CAPTEUR 

5 DESCRIPTION 

DOMAINE TECHNIQUE 

La pr^sente invention se rapporte k xm proc6d6 
de fixation d'une prot^ine sur un polynidre k base de 
pyrrole, ainsi qu'^ 1' utilisation de ce proc6d6 pour' la 

10 fabrication de capteurs, en particulier de 
multicapteurs, par exemple de biopuces. 

Les technicjues de I'art ant^rieur n'ont pas ete 
en mesure, ou tr&s difficilement, d' immobiliser des 
prot^ines sur un polymere conducteur sans modifier leur 

15 activity, en particulier d'^ immobiliser deux prot^ines 
diff^rentes s6pareinent, notaniment pour la fabrication 
de capteurs, notairanent dans le domaine des biopuces. 

En effet, les prot^ines, par exemple les 
enzymeS/ les anticorpS/ les r^cepteurs et certains 

20 antigdnes, poss^dent des sites de reconnaissance de 
molecules cibles ou des sites leur permettant d'etre 
reconnues par d'autres molecules. Ces sites sont k 
I'origine de leur(s) activity (s). Par exemple, un 
enzyme possdde un site spdcifique pour son substrat, un 

25 anticorps possdde un Epitope spScifique pemetteuit 
d'etre reconnu par son antig&ne correspondant, et un 
antigSne possdde un site de reconnaissance spgclfique 
de 1' Epitope qu'il cible. Ces sites sont gSndralement 
formes gr§ce k un repliement de la prot^ine sur elle 

30 mdme dans I'espace, repliement qui peut Stre stabilise 
par des liaisons disulfure, ionique, hydrogdne et 
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hydrophobe. Ces repliementS/ et de fait les sites 
qu'ils forment, peuvent done facilement Stre 
destabilises par une simple contrainte appliqu^e sur la 
proteins r par un encombreitient sterique,^ par un 
5 changement de force ionique^- de pH ou de temperature du 
milieu. En outre / ces sites presentent des fonctions 
reactives telles qpie des fonctions -NH2/ -OH, -COOH, 
-SH qui sont susceptibles de reagir avec les reactifs 
ou les monomeres utilises lors de la fixation de la 
10 proteine sur le polymdre conducteur, et peuvent done 
etre endommagesr bloques ou encombres. 

Les procedes utilises pour fixer une proteine 
possedant un tel site sur une surface afin d'escploiter 
ce site doivent done dans la mesure du possible 
15 preserver ce site de manidre k ce que le capteur 
fabrique puisse remplir sa fonction en fournissant des 
resultats d' analyse d'eehantillon aussi precis, 
sensibles et reproductible s que possible. 

ETAT DE lA TECHNIQUE ANTERIEUBE 

Dans les techniques connues de I'homme du 
metier, 1' immobilisation de proteines sur un polymere 
conducteur peut faire appel k quatre techniques 
differentes. Ces quatre techniques sont 

I'emprisonnement (**entrapment** en anglais), la post- 
f onctionnalisation, 1' immobilisation non covalente des 
proteines, et 1' immobilisation covalente des proteines. 
Ces techniques sont representees schematiquement sur 
les figures 1 k 4 annexees. Sur ces figures, <c P 9> et 
« Pa » representent respectivement la proteine et la 
proteine activee, « m » et « ma » representent 
respectivement un monomere et un monomere active du 
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polymSre, « P-m » repr6sente un coii^os6 de couplage 
prot&ine monomdre^ et « M » et « Ma » repr6sentent 
respectivement le polym^re et le polym^re activ6. 

Dans la technique de I'emprisonnement^ le 
5 monom^re est soumis ^ une polymerisation en presence de 
la prot^ine. Le polym^re en se formant pi^ge cette 
prot6ine dans son r^seau. Cette technique, est d6crite 
par exemple par Foulds et Lowe dans cJ. Chem. 5oc., 
Faraday Trans. 1986, 82,1259-1264, et est illustr^e sur 

10 la figure 1 annexSe. Elle est int6ressante car elle 
permet de ne pas modifier la prot^ine avant son 
immobilisation et done, en princlpe, de mieux conserver 
son activity. Ce precede a repris plus r^cemment 

par OA Sadik et al., Talanta 2001, 55 : 929-941. 

15 Malheureusement, ce proc6d6 ne permet pas 

d'adresser par le courant uniquement la protSine sur 
une Electrode choisie, il ne permet pas non plus de 
faire plusieurs d^pdts de prot^ines diff^rentes sans 
contamination des d6p5ts d'un d6p6t k 1' autre du fait 

20 du m^canisme d^ immobilisation par emprisonnement . En 
effet, dans cette technique, des prot6ines peuvent etre 
emprisonn^es partiellement et relargu^es lors de la 
polymerisation des d6p6ts suivants et done contaminer 
ces derniers. En outre, le ten^s d' immobilisation est 

25 assez long et des contaminations sont possibles entre 
les dSpdts ce qui rend difficile la fabrication de 
multicapteurs, et de ce fait est utilise pour la 
fabrication de monocapteurs • 

Par ailleurs, il s'agit d'une technicjue 

30 d' immobilisation dans la masse du polymdre ce qui 
conduit aux diffSrents inconv^nients suivants : 
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- une diminution voire une suppression de 
l'acc6s au site actif de la prot^ine,. 

du fait que la prot^ine est encag^e dans un 
milieu de polarity trds differente de celle du milieu 
5 6tudi6r par exemple un echantillon k analyser, la 
reconnaissance entre la prot^ine et sa cible est 
perturb^e en plus de 1' encombrement st^rique pr4cit6, 

" si la reconnaissance de la prot^ine et de 
sa cible nScessite ou indult un changement dans la 
10 structure de la prot6ine ce changement peut Stre gSn6 
par la rigidity du polymdre, et 

la detection de 1' interaction de la 
prot6ine avec sa cible ne pourra se faire que dans la 
masse ce qui interdit les m6thodes optiques d' analyse 
15 les plus courantes* En revanche, 11 est bien adapts k 
une detection Slectrochimique, par exemple sous la 
forme de biocapteurs. 

Cette technique n^cessite, d' autre part, une 
^paisseur de polym^re assez importante pour encager la 
20 prot^ine* Ceci pr^sente les inconv6nients suivants : 

- la quantity de prot^ine utilis6e doit §tre 
plus importante qu'un depdt simple, et 

1' exposition au courant 61ectrique doit 
Stre plus Idngue ; d'aprds le document Sadik et al. 
25 cit^ ci-dessus, la density de charge est de I'ordre de 
2nC/imn^ (soit une Spaisseur de polymdre de SOOnm 
environ) • 

Un autre inconvenient encore est que si 
1' emprlsonnement de la protSine n'est pas parfait, cela 
30 conduit k une perte de la quantity de prot&ine lors des 
polymerisations ou des utilisations successives ou lors 
du stockage avec une diminution de sensdLbilite du 
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capteur et une contamination dans le cas oil on aurait 
un multicapteur. 

La technique de la post-f onctionnalisation est 
sch6'matis6e sur la figure 2 annex^e. II s' agit de 
5 greffage de pro twines activ^es, soit par des esters 
actives, soit par des mal6imides principalement/ sur 
des supports f onctionnalis6s par des NH2 ou des SH ou, 
k 1' inverse, de prot^ines fonctionnalis^es ou non par 
1' utilisation des NHa des lysines ou des SH des 

10 cysteines de ces protSines, sur des supports actives 
par des esters actives ou mal6iiaides respect ivement. 
Cette xaSthode est dScrite par exemple par W. Schuhman 
dans Mlkrochim. Acta 121, 1-29 (1995) . Bile permet un 
greffage en surface ce qui induit une detection de 

15 surface • 

Ce greffage n'est malheureusement pas Evident k 
contr51er du fait de la faible r6activit4 des fonctions 
mises en jeu. De plus, il est adapts k la realisation 
de monocapteurs, et ne permet que tr^s dif f icilement de 

20 fcJDriquer des multicapteurs. En effet, si I'on cherche 
k r^aliser un multicapteur comportant plusieurs spots, 
la r6activit6 6tant fadlble dans cette technique, par 
exemple toutes les fonctions du premier spot n'ont pas 
r6agi quand on fixe la deuxi^e protSine sur le 

25 deuxi^e spot, done il y a contamination de la deuxidme 
protdine sur le premier spot. Pour 6viter cela, il faut 
apporter la protdine uniquement sur le d6p6t choisi. 
Ceci peut dif f icilement §tre miniaturist car s' il est 
effect ivement possible de dSposer des microgouttes de 

30 fa^on localiste, leur vitesse d' Evaporation est tr&s 
rapide et la r6action est difficile k controler. Dans 
ce cas, il n'y a aucun int6r€t k utiliser un support de 
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type polym^re conducteur car I'adressage doit ^tre 
effectu6 de manidre m6canique^ par exemple par un 
systeme jet d'encre. De telles technologies sont 
utilis^es pour fabriquer des puces h prot^ine sur lame 
5 de verre comme cela est d^crit dans G. MacBeath 
Sclencer 08 septeiiibre 2000,. Vol. 289^ 1760-1763. 

La technique d' immobilisation non covalente des 
prot^ines sans modification chimique pr^alable de ces 
prot6ines est representee sur la figure 3 annex6e. Dans 
10 cette technique r le systdme biotine-avidine est 
utilise. Le document Farmakovsky et al WO 00/11473 
d6crit cette technique. II y a formation d'un polymdre 
conducteur avec des proteines plus ou moins bien 
immobilisees par adsorption. 
15 Le fait que la liaison avec le support soit 

aussi faible n'est certainement pas favorable pour le 
stockage de cette electrode et encore moins ^ la 
fabrication d'un capteur multiple. 

La quatrieme technique est I'emprisonnement 
20 covalent. Elle est representee schematiquement sur la 
figure 4 annexee. Cette technique a ete decrite dans 
I'art anterieur par Wolowacz Yon Hin B.F. Y. et 

Lowe C.R. Anal. Chem. 1992 ^ 64, 1541-1545. L'auteur a 
prepare lone enzyme, la glucose oxydase, de maniSre a la 
25 conjuguer ^ du pyrrole et I'a soumise k une 
copolymerisation avec du pyrrole. Le pyrrole greff6 sur 
1' enzyme 61ectropolym6rise et immobilise 1' enzyme dans 
une sorte de gangue de polypyrrole. 

Malheureusement 1' enzyme est emprisonnee dans 
30 le pyrrole ce qui limite son accessibilite vis-i-vis du 
milieu exterieur et I'enfouissement de son site actif. 
Cette accessibilite peut dans certains cas etre 
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conserv^e mais seulement pour de tr6s petites 
molecules, telles que le glucose dans la publication 
cit^e ci-dessus, susceptibles de p^n^trer dans les 
mailles du r^seau de polypyrrole. En fait/ on se 
5 retrouve avec les inconv^nients pr6cit6s de la 
technique de I'emprisonnement cit6e ci-dessus, seule la 
stability est accrue. 

II existe done un r&el besoin pour un proc6d6 
de fixation d'une protdine sur un polym^re conducteur 
10 qui ne pr&sente pas les inconvSnients, limitations, 
dSfauts et dSsavantages des procSd6s de I'art 
ant^rieur. 

En outre, ce procSdS doit dtre utilisable pour 
la fabrication d'un capteur, en particulier pour la 
15 . fabrication d'un multicapteur, de manidre k ce cju'il ne 
• prSsente pas les inconvSnients, limitations, d^f auts et 
d^savantages des proc6dSs et des capteurs de I'art 
antSrieur • 

20 WCBOSk DE INVENTION 

Le but de la pr6sente invention est pr^cis^ent 
de fournir un proc^d6 de fixation d''une prot6ine sur un 
polymdre conducteur, utilisable notamment pour la 
fabrication d'un monocapteur ou d'un multicapteur, qui 

25 rdponde, entre autres, aux besoins indiqu^s ci-dessus. 

Ce but, et d' autres encore, sont atteints, 
conform&aent k 1' invention, par un procSdd de fixation 
d'une prot^ine sur un support conducteur au moyen d'un 
polyrodre du pyrrole comprenant les 4tapes suivantes : 

30 - couplage de la prot6ine k fixer avec tm 

monom^re du pyrrole de mani&re d obtenir une premiere 
solution d'un compost de couplage protSine-pyrrole, 
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~ preparation d'une deuxidme solution du 
monoiQ^re du pyrrole non coupl6 k la proteins^ 

- melange de ladite premiere solution avec 
ladite deuxidme solution pour obtenir une solution 

5 d' 61ectropolym6risation, 

- 61ectropolym6risation du pyrrole et de la 
prot6ine coupl6e au pyrrole sur au moins une zone 
d^terminSe du support conducteur k partir de ladite 
solution d' 61ectropolym6risation, ladite 

10 61ectropolyin6risation ^tant r&alis^e en delivrant sur 
ladite zone une quantity de courant de 1 
500 microcoulonib/inra* (1 ^ 500 iiC/mm*) . 

Selon 1' invention, par monomdre du pyrrole, on 
entend un monomSre du pyrrole ou un d6riv6 

15 polyia6risable du pyrrole. Les monomferes du pyrrole 
utilisables dans la pr6sente invention sont ceux connu 
de I'hoiraae du m6tier dans les proc6d6s de fabrication 
des biopuces. En tant c[ue d6riv6 du pyrrole, on peut 
citer par exemple, le m^thyle pyrrole, ou des dimeres 

20 de pyrrole subsitu^ ou non substitud. 

Selon 1' invention, une ou plusieurs prot6ines 
peuvent §tre fix^es sur un support au moyen du proc6d6 
de 1' invention. L'hoznme du metier saura, a la lumiSre 
de la pr&sente description, preparer la solution 

25 d'61ectropolyia6risation suiveuit ses besoins, avec une 
ou plusieurs protSines coupl^es chacune au monomSre du 
pyrrole choisi, d6pos6es chacune sur une ou plusieurs 
zone du support. 

Selon 1' invention, par zone du support, on 

30 entend aussi « plot », par exexnple un plot d'un support 
de blopuce. Selon 1' invention, I'^lectropolymSrisation 
peut Stre r^alisSe simultan^ent sur plusieurs zones ou 
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plots de la biopuce fabriqu6e, ou successivement sur 
plusieurs zones ou plots de la biopuce fabriqu^e^ par 
exemple avec diff^rentes prot6ines. Le choix du nombre 
de zones ou plots d^pendra notaanment de la resolution 
5 du biocapteur souhait^e^ et du nombre d' analyses 
simultan6es pouvant §tre ef features avec le biocapteur 
souhaite. Le nombre de zones ou plots peut §tre 
determine comme pour les biopuces connues de I'homme du 
metier. Le support conducteur au sens de la pr^sente 

10 invention peut done §tre avantageusement un support de 
biopuce k un ou plusieurs plot(8) . Le proc6d6 de la 
pr^sente invention perroet done de fabriquer au choix 
des monoeapteurs ou des multieapteurs. 

La prSsente invention permet de manidre 

15 surprenante de conserver l'aetivit6 de la prot6ine 
fix6e ou immobilis6e sur le polym^re,- par exeii^le les 
propri6t6s de reconnaissance d'une proteine vis-^~vis 
de grosses molecules ^ par exemple d'un antig6ne vis-^- 
vis de ses anticorps correspondants. 

20 Ceci n'6tait pas possible avec les techniques 

de I'art ant^rieur puisque le pyrrole r^agissait sur la 
plupart des f onctions amines des prot6ines . Or^ par le 
proc6d& de la pr^sente invention, de maniere tout k 
fait inattendue, les inventeuris ont g6n6r6 des d§p6ts 

25 de polypyrrole~prot6ine dans lesquels 1' activity de la 
proteine, immobilis6 e dans ou sur une fine couche de 
polymdre, est eonserv^e. En outre. La prSsente 
invention permet de construire un film extrSmement fin, 
qui preserve d' avantage 1' activity de la proteine • 

30 En fait, lis ont pr^parS diffSrents pyrroles 

quails ont fait rSagir sur des protSines comma eela est 
illustr^ dans les exemples ci-dessous. Ces protSines 
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conjugu6es sont ensuite iitmiobilis6es par 

61ectropolym6risation avec du pyrrole. Quoi qu'il en 
soit et malgr6 la m^connaissance du ph6nomfene en cause^ 
ils ont pu, par cette m^thode^ adresser sur un substrat 
5 conducteur des prot^ines antigeniques et les faire 
reconnaltre par un anticorps sp6cifique. 

Les inventeurs ont 6tudie cette reconnaissance 
par fluorescence ce qui leur a permis de verifier que 
la prot6ine est bien immobilisfee en surface puiscpie la 

10 fluorescence ne peut §tre d6tect6e qu'en dehors de la 
matrice de polypyrrole. Ceci a permis de valider 
1' immobilisation par 61ectro-copolym6risation conforme 
k la pr6sente invention ainsi que la reconnaissance par 
une autre mol6cule qui peut §tre aussi encombrante 

15 qu'un anticorps. 

Les inventeurs ont aussi r6alis6 une 6tude par 
imagerie de resonance plasmonique de surface (SPR) 
permettant d'aller plus loin en teirme d' analyse par le 
fait que c'est une m6thode d' analyse en teit^s r^el. Ces 

20 etudes cin^ticpies permettent de mieux 6valuer la 
conservation de 1' activity grace au proc6d6 de la 
pr6sente invention. Par ailleurs, cette m^thode 
d' analyse est bien connue pour ne d6tecter que les 
interactions biologiques se dSroulant k une trds faible 

25 distance de la couche d'or comme cela est decrit dans 
P. GUEDON et al. Anal. ChBm. (2000)^ 12, (24), 6003- 
6009. Cette distance est souvent inf6rieure Si 50 nm. 

II d^coule de ces deux escpdriences que 
1' interaction se d6roule k la fois k la surface du 

30 polymdre (fluorescence) et trds proche de I'or. Cela 
signifie que le polym6re doit St re extrdmement fin, ce 
qui est le cas grdce au proc6d6 de 1' invention. 
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Ainsif selon 1' invention, 

1' 61ectropolym§risation est r6alis6e en limitant la 
quantity de courant d^livr^e lors de la polymerisation. 
En effet, de meilleurs r^sultats ont ainsi 6te obtenus. 
5 II est possible que la quantity de courant conforme k 
la pr^sente invention limite la longueur des chaines 
polypyrrole. Ceci limiterait done la perte d'activit6 
de la prot^ine lors de son immobilisation. Une autre 
possibilit6 pourrait Stre que la polym6risation se 

10 passe au voisinage immSdiat de 1' Electrode ce qui 
aurait pour effet de minimiser la polymerisation du 
pyrrole sur la partie de la prot6ine la plus Sloign^e 
de cette Electrode et done de eonserver son aetivit6 de 
reeonnaissanee. Plus probablement, les inventeurs 

15 pensent qu'il s'agit d'un 6crantage par la prot6ine 
moins eonduetriee que le milieu r6aetionnel vis-cl-vis 
du champ 61ectrique. 

Ainsif l'61ectropolymerisation est r^alis^e au 
moyen du proc6d6 d'61ectropolym6risation 

20 eiectrochimique de la pr6sente invention, en d61ivrant 
sur ladite zone une quantity de courant de 1 ci 
500 viC/iran^, de preference de 5 100 jiC/mm^ (la 

quantite de courant peut ^tre deiivr6e par polarisation 
eieetrique de ladite zone) . II en resulte la formation 

25 d'un polymere ayant une trds avantageusement une 
epaisseur pouvant St re inf6rieure k 10 nm. On peut d 
titre d'exemple conduire cette polymerisation selon 
1^ invention au moyen d'une impulsion eieetrique, 
appliquee k ladite zone, de 1 V/ECS durant 500 ms. 

30 Selon 1' invention, le couplage de la proteine k 

fixer avec du pyrrole peut §tre realise par activation 
du pyrrole suivit d'un couplage du pyrrole active ^ la 
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prot^ine k fixer. Le pyrrole active peut par example 
^tre un ester active du pyrrole qui est r^actif sur les 
fonctions amines des lysines ou un mal^imide pyrrole 
qui est r^actif sur les fonctions -SH des cysteines. 
5 Ces exemples ne sont pas limitatifS/ et I'homme du 
m6tier isaura adapter le proc6d6 de 1' invention avec 
d'autres activations du pyrrole. 

Selon 1' invention, 1' activation du pyrrole peut 
Stre rSalisSe par exemple au moyen de N-hydroxy- 
10 sulfosuccinimide ou de maldimide. 

Selon 1' invention, le compost de couplage 
protSine-pyrrole peut Stre avantageusement choisi parmi 
les composes suivants : 




Selon un mode particulier de realisation de la 
pr6sente invention, plusieurs prot^ines peuvent Stre 
fixSes sur le polym^re du pyrrole, successivement et 
20 sur des zones differentes et d^termin&es du support 
conducteur. Par exemple, deux prot^ines peuvent §tre 
fix6es sur le polymdre du pyrrole, successivement et 
sur deux zones differentes d^terminSes du support 
conducteur . 
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Ce mode particulier de realisation de 
1' invention consiste en d'autres termes en un proc6d6 
permettant de r^aliser un multicapteur comportant au 
moins deux prot^ines diff^rentes dont au moins une 
5 partie se situe ^ 1' interface polym^re conducteur 
milieu r^actionnel^ ce multicapteur 6tant obtenu par 
copolym6risation d'un monom^re polym&risable et de 
prot6ines sur lesguelles peuvent Stre greff6s un 
monomere identique ou different et susceptible de 

10 copolymSriser. 

Ainsir le proc6d§ de la pr6sente invention peut 
avantageusement Stre utilise pour fabricpier xm capteur 
ou un multicapteur, par exemple une biopuce, car il 
permet de s'affranchir des inconv6nients pr6cit6s de 

15 I'art ant6rieur. Les capteurs fabriqu6s fournissant des 
r6sultats d' analyse d'6chantillon precis, sensibles et 
reproductibles . 

Selon 1' invention, la prot6ine peut etre 
choisie par exemple dans le groupe constitu6 d'une 

20 enzyme, d'un anticorps, d'un antig^ne, d'une hormone, 
un r^cepteur, etc. ce qui donne k la pr^sente invention 
un large domaine d' application . 

D'autres avantages apparaltront encore & 

25 I'homme du metier Sl la lecture des exemples qui suivent 

donnas pour illustrer la demande, et non la limiter, en 
reference aux figures annexSes. 

Brdve descrlpt:±on des figures 

30 - Les figures 1^4 reprfesentent 

sch&natiquement les techniques de I'art ant^rieur, et 

les r^sultats auxquels elles conduisent droite) • 
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- La figure 5 represents sch6matiquement le 
proc^d^ de la presents invention et le r6sultat auquel 
elle conduit. 

- La figure 6 repr6sente sch^matiquement le 
. 5 dispositif utilis6 pour la mise en oeuvre du proc6d6 de 

1' invention. 

- lies figure 7 a) , b) , c) et d) repr^sentent 
des micrographies de la mesure des intensit^s de 
fluorescence de diff6rents conjugu6s streptavidine- 

10 biotine. 

- Les figures 8a) et 8b) repr6sentent 
respect ivement une micrographie de la mesure 
d'intensit6s de fluorescence de diff6rents conjugu6s 
streptavidine-biotine, et vin schema des tSches 

15 (« spots y>) obtenues sur la micrographie. 

- Iia figure 9 est une representation graphique 
des rSsultats d'essais de resonance plasmonigue de 
surface (SPR) avec des anticorps. 

- La figure 10 repr6sente la cinetic[ue de 
20 reconnaissance de plots constitu6s d*^ immunoglobulines G 

(Ig G) de lapin et d'HBT 10 (anticorps anti hCG) fixds 
sur un polym^re conducteur selon le precede de 
1' invention. . 

- La figure 11 est une micrographie 
25 d'intensitSs de fluorescence mesur6es en fonction de 

l'6paisseur du film de polypyrrole, obtenue dans les 
conditions opSratoires d6crites dans I'exemple 7. 



30 



B3CEMPI£S 

Exenple 1 : Pr6parat:lon esters actives du pyrrole 
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A) SYNTHESE DK PYRROUB SULFO N-HYDROXY-SULFOSUCCINIMIDE 
(SULFO NHS) 

Dans un ballon de 25 ml/ on ajoute dans 
I'ordre : de I'acide 11- (1-pyrrolyl) und6can-l-oique 
5 (2 minoles ; 503 mg) ^ du N-hydroxy-sulfosuccinimide 
(2 mmoles ; 434 mg) et de la dicyclohexylcarbodiimide 
(DCC) (2,4 mmoles ; 495 mg) . On ajoute ensuite 10 ml de 
dimethyl formamide (DMF) . On obtient un melange trouble 
qui est plac6 sous agitation magn6tique une nuit. 
10 Le melange r^actionnel est ensuite filtr^ sous 

vide^ Le pr6cipit6 de dicyclohexylur6e (DCU) , forrn^ 
lors de la reaction, est 61imin6. Le filtrat contenant 
le produit est 6vapor6 k I'Svaporateur rotatif. 

Le produit obtenu est repris dans 25 ml d'eau. 
15 Cette solution est lavSe par trois fois 50 ml de 
dichlorom&thane, pour Sliminer la DCC rSsiduelle. L'eau 
est ensuite 61imin6e au Speedvac (marque deposee) 
pendant une nuit. 

Le rendement de la reaction est de 65%. 

20 

B) SYNTHESE DE PYRROLE MALEIMIDE 
Preparation de 1' ester activ6 du mal^imide 

On met sous agitation magn6tique pendant une 
nuit,. de I'acide mal6imide (3,7 g ; 17,5 mmoles), du 
25 NHS (2 g ; 17,5 mole), du DCC (3,6 g ; 17,5 mmoles), du 
DMF (90 ml). La reaction chimique du couplage du 
malSimide avec le pyrrole est representee ci-dessous. 

Le melange obtenu est filtre pour eiiminer la 
DCU. Le filtrat est ensuite concentre. 
30 On obtient une poudre blanche. Le produit a ete 

utilise tel quel, sans purification suppiementaire . 
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Couplage du maldimlde aveo le pyrrole: 




X 6tant un groupe -CH2f n 6tant un nombre entier tel 
que 1 ^ n ^ 20. 

Par exemple^ [X]n peut §tre tel que le 
mal^imide pyrrole qui est defini ci-dessous dans les 
points i) , ii) et iii) . 

i) Mal6imide-[2]-pyrrole : 




Le melange d' ester-activ6 du maldimide 
(924 mg ; 3 mmoles) ^ de N-amino6thylpyrrole (330 mg ; 
3 mmoles) et de 15 ml de DMF est mis sous agitation 
pendant une nuit. Une chromatographie sur couche mince 
(CCM) permet de verifier la fin de la reaction. 

Apr^s Evaporation du DMF^ le produit est 
purifiE par chromatographie sur colonne de silice. 
L'61ution commenc6e avec du dichlorom^thane pur, est 
poursuivie avec un gradient croissant de MeOH (Slution 
du produit : 98%-2%) • 
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La masse obtenue est de 0,4 g. Le rendement 



final de la reaction est done de 45%. 



ii) Mal6iinide- [6] -pyrrole : 



5 




[CH2)5<X>4^H-(CH2te-N, 



o 



La reaction se fait sous agitation magnetique 



pendant une nuit apr&s melange dans du DMF (15 ml), de 
1' ester activS du mal&imide (0,924 g; 3 mmoles) et du 
10 N-aminohexylpyrrole (0,498 g ; 3 mmoles). L'61ution sur 
la colonne de silice se fait avec le melange CH2Cl2/MeOH 
(97%-3%) . 



de cette r6action de 46,4%. Le produit obtenu est ton 
15 liquide brun. 

iii) Pyrrole- [13] -mal6imide : 



on melange de 1' ester-act iv6 du mal^imide (1,14 g ; 
3,70 mmoles), du pyrrole- [13] -amine (1 g ; 3,70 mmoles) 
dans 20 ml de DMF. L'Slution sur colonne de silice se 
25 fait avec le melange CH2Cl2/MeOH (97%-3%) . La masse du 



Avec une masse de 0,5 g, on trouve un rendement 




20 



Le protocole Stant identique k celui ci-dessus. 
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produit obtenu (liquide brun) est de 1 g, soit un 
rendement final de 58%. 

Exemple 2 : Couplages sur la streptavldlne 

5 A) COUPIiAGE DE LA STREPTAVIDINE EN UTILISANT DE 
NHS -PYRROLE 

Deux types de NHS-pyrroles fabriqu6s coitime dans 
1' exemple 1 ci-dessus sont utilises en comparaison : le 
pyrrolyl caproate de NHS, et le pyrrolylund^canoate de 
10 sulfo NHS. 

On travaille avec un rapport molaire initial 
(RMI) Sgal k 40, soit 40 NHS-pyrroles pour une 
prot^ine, ainsi, 5,55 nmoles de streptavidine reprises 
dans 300 pi de tampon de couplage sont additionn^s §1 
15 222 nmoles de NHS-pyrrole (148 pi d'une solution de 
NH — pyrrole 1,5 mM) quel qu'il soit*. La reaction de 
couplage est laiss^e 2 heures. 

Trois reactions sont men6es en parallele : 

- la premiere utilise le pyrrolyl caproate de 

20 NHS, 

- la seconde le pyrolylund6canoate de sulfo 

NHS,et 

la derni^re est un t6moin ne contenant que 
de la streptavidine seule en solution dans du tampon de 
25 couplage. 

La purification aprds reaction est faite en 
utilisant des f litres Nalgen 30K (marque de commerce) , 
suivant le protocole du fabriquant. 

375 pi de chaque 6chantillon sont chacun 
30 dSpos^s sur des f litres diffSrents, et centrifuges 15 
minutes k 8000 tr/min. Puis chaque filtre est rinc6 
trois fois avec 200 pi de tampon de « spotting », une 
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centrifugation de 15 i 20 minutes est n6cessaire entre 
chaque lavage. 

A la fin, trois fractions de 50 pi sont 
r6cup6rSes : 

5 - Streptavidine-pyrrolyl caproate de NHS 

- Streptavidine-pyrolylund6canoate de sulfo NHS 

- Streptavidlne seule. 

B) COUPIAGE PES MALEIMI PES -PYRROLES SUR LA STREPTAVIDINE 
10 La streptavidine ne poss6dant pas de fonctions 

SB, elles sont cr6es par 1' intermSdiaire d'un r6actif 
bif onctionnel, le N-succinimidyl-3- [2- 

pyridyldithio] propionate (SPPP) , qui r6agit avec les 
fonctions amines de la prot6ine. Les SH de ce r6actif 
15 sont ensuite Iib6r6s par le dithiotr6itol, d'ou 
l'int6r§t de 1' utilisation de ces r6actifs, Cette 
technique est d^crite par exemple dans Carlson, T., 
Previn, M. and Axen, R. (1978) Biochem. J. 173, 723- 
727. 

20 Les trois mal^imides fabriqu^s comme dans 

1' exemple 1 ci-dessus sont done : 

- l'6thyl mal6imide -pyrrole 

- le trioxatrid6canoyle mal^imide 

- I'hexyl mal6imide-pyrrole . 

25 

a) Creation des fonctions SH libres 

On fait r^agir 4,2 nmoles de streptavidine avec 
150 nmoles de SPDP. La reaction est laissSe 40 minutes. 
Puis le melange est filtr6 en utilisant des filtres 
30 Nalgdne 30K, et rinc6 trois fois avec 100 pi de tampon 
ac6tate de sodium 50 itM, pH 4,5. 
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62^5 nmoles de dithiotrSitol sont ensuite 
ajout6es k la solution streptavidine-SPDP (SA-SPDP) 
obtenue. La reaction est laiss6e 40 minutes • On filtre 
k nouveau de la m^me fa^on que pr^c^demmentr le ringage 
5 se faisant avec une solution tampon PBS^ afin de 
r^cup^rer la streptavidine (SA) avec des fonctions 
thiols libres accessibles (SA~SH) , dans un volume de 
150 pi. 

Ii' Schantillon obtenu est ensuite s6par6 en 
10 trois fractions de 50 pi, auxquelles sont ajout^es 
85 nmoles de mal§imdde-pyrrole • 



b) Cas de 1^6thyl ma 16 imide -pyrrole (PM = 303 g/mol) 

15 On melange de la SA-SH avec une solution de 

mal6imide-pyrrole 25 nmoles/pl (3,4 pi ; 85 nmoles) 
pr6par6e en reprenant 2 mg du mal6imide -pyrrole dans 
200 pi de DMF. La reaction dure 30 minutes. 

c) Cas du trioxatrid6canoyl mal^imide (M = 463 g/mol) 
La reaction se passe comme celle ci-dessus en 

additionnant de la SA-SH avec une solution de 
mal6imide-pyrrole k 39 nmoles/pl (2^2 pi ; 85 nmoles) 
pr6par6e en reprenant 1 mg de mal^imide pyrrole dans 
50 pi de DMF. La reaction est laissSe 30 minutes. 

d) Cas de l^hexyl ma 16 imide -pyrrole (PM = 359 g/mol) 
La SA-SH est m61ang6e avec une solution de 

mal6imide-pyrrole k 57,5 nmoles/pl (1,5 pi ; 85 nmoles) 
30 pr6par6e en reprenant 3 mg de mal6imide -pyrrole dans 
200 pi de DMF. La reaction se fait pendant une 
demi-heure. 



20 



25 
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Apr^s la reaction y les diff6rents melanges 
r^actionnels ainsi que la solution t6nioin 
(Streptavidine seule, sans r^actif ajout^) sont 
5 centrifuges sur filtres Nalgen 30K et rinc6s avec du 
tampon de spotting • Enfin, tous les 6chantillons sont 
ramen^s k un volume final de 50 pl^ par complement avec 
du tampon de spotting (tampon phosphate de sodium 50nM, 
pH 7) . 

10 

Exenple 3 : Synthase dlectroohinilqae de polypj^roles 
(<c SPOTTING y^) : dlectr^olym^rlsatlon 

La reaction se fait en utilisant le montage de 
« spotting » represents sur la figure 6 annexSe, qui 

15 est decrit par ailleurs de maniSre detaillSe dans le 
document P. GDEDON et al, cit6 ci-dessus. Sur cette 
figure « A »^ « B » correspondent k la streptavidine 
coupiee au polypyrrole via, respectivement, le caproate 
de NHS, et l'und6canoate de sulfo NHS ; « C » 

20 correspond k la streptavidine coupiee au pyrrole via 
I'hexyl maieimide, et « D » correspond a la 
streptavidine seule. « L » reprSsente une lame de 
verre, « Au » une couche d'or dSposee sur cette lame de 
verre (1' ensemble est appeie ci-aprds « lame d''or » ; 

25 « s » la solution d' eiectropolymerisation ; et « W » 
1' electrode de travail. La reference 1 indique une 
pipette ; la reference 3 la pointe de la pipette ; et 
la reference 7 des spots de polypyrrole deposes sur la 
couche d'or. 

30 Comme cela est represente sur cette figure, la 

lame d'or sur laquelle est realisee 

I'eiectropolymerisation sert d' electrode de travail 
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(W) , et Tin f 11 de platine placS dans le cdne de dSpdt 
sert de centre -Electrode (Ce) . Ce systdme 
61ectrochimique est connects au potentiostat 5. 

La copolym6risation se fait avec 20 pi d'une 
5 solution contenant 5 pi de la solution SA-mal6imide- 
pyrrole, choisie parmi celle fabriqu^es dans 1' example 
pr^c^dent,- et 15 pi de la solution de spotting 
comprenant du tampon phosphate 50 mM avec un pH de 1 , 
et du pyrrole 20 mM. 

10 Le film est synth6tise sur la couche d'or suite 

k une inqpulsion Slectrique qui dure 500 ms et monte a 
2,4 V (soit environ 0,9 V/ECS) . 

Les diffSrents spots sont tous r6alis6s de la 
m§me fagon, le cdne 6tant rinc6 avec de I'eau entre 

15 chaque polymerisation. 

Exemple 4 : Sfciase de detection des protdlnes gra££6es 
sur les spota 

Aprds la synthase 61ectrochimique de I'exemple 
3r la zone oCi se trouvent les spots est d61imit6e par 
une barri^re hydrophobe r6alis6e h I'aide d'un feutre 
de colle. Les spots sont ensuite lav^s deux fois par 
1 ml de tampon de ringage. Puis ils sont bloqu^s par 
100 pi du tampon de blocage, afin d'erapecher la 
fixation non sp6cifique des proteines, d6pos6s d 
I'int^rieur de la zone hydrophobe pr6c6demment 
ddlimitde. Aprds un second ringage identique au 
precedent, 100 pi d'une solution R-phyco6rythrine 
biotinylSe & 10% dans du PBS, est dSposSe. 

La reaction est laissSe 10 minutes k 
1' obscurity, puis un dernier lavage identique aux 



20 



25 



30 
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pr6c6dents est r6alis6 avant la phase de d6tection au 
microscope* 

Exeniple 5 : revelation 

5 Les 6chantillons deposes sur la lame d'or sent 

plac6s entre lame et lamelle et observes avec un 
microscope A Spifluorescence 6quip6 d'une camera CDD 
sous lumi6re verte et un grossissement x 1,2. Des 
images des spots sont prises et les intensitSs de 
10 fluorescence sont mesur6es par le logiciel Image Pro 
Plus. 

A) COUPIiA.GES EN UTILISANT LE PYRROLYL CajPROATE DE NHS 
ET LE PYRROLYL UNDECANOATE DE SULFO NHS FABRIQUES DANS 
L^EXEMPLE 1 

Ces couplages seront, ici, mis en Evidence par 
detection f luorescente,^ par 1' utilisation du couple 
affine constitu6 de la biotine et de la streptavidine 
(SA) . L''eff icacite de ces couplages sera, ainsi, jug6e 
par leur intensity de fluorescence (IF ou niveaux de 
gris) . 

Quatre types de spots ont 6t6 realises selon le 
schema ci -des sous : 

- MR = milieu reactionnel : tampon 
phosphate 50 mM, pH 7, et pyrrole 20 mM : 

IF » 10 ; 

- A = SA couplSe au pyrrole par le 
pyrrolyl caproate de NHS : 

IF = 200 ; 

- B = SA coupl6e au pyrrole par le 
pyrrolyl und6canoate de sulfo NHS : 

IF = 240 ; 



15 



20 



25 



30 
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- T = t6moin : SA seule + MR : 
IF = 80 ; 

avec IF = intensity de fluorescence. 
Noir = bruit de fond 
5 II sont repr^sent^s dans cet ordrer 

respectivement sur les figures 7 a) , b) ^ c) et d) 
annex^es. 

Le spot MR controle 1' adsorption non specif ique 
k la surface du film de polypyrrole. ConformSment k 

10 notre attente, il pr^sente peu de fluorescence. 

lie spot T6moin, correspond k la strep tavidine 
non coupl&e k du pyrrole. Elle est done adsorb^e sur le 
polypyrrole. Ce spot montre une intensity de 
fluorescence nettement infSrieure k celles des 

15 6chantillons SA-pyrrole, A et B. Ceci dSmontre que la 
presence du pyrrole favorise I'accrochage de la 
streptavidine k la surface de la plaque d'or. 

Les spots A et B correspondent k la 
streptavidine coupl6e au polypyrrole via^ 

20 respectivement^ le caproate de NHS^ et I'und^canoate de 
sulfo NHS. En coitparant les intensit^s de fluorescence 
de ces deux spots r on constate que le signal obtenu 
est^ un peu plus important quand la SA est coupl^e par 
le pyrrolyl und6canoate de sulfo NHS^ que par le 

25 pyrrolyl caproate de NHS. Cette difference est tr6s 
probablement due k la longueur de la chaine constituant 
ce NHS ; elle permettrait le maintien de 
1' accessibilit6 des sites pour la fixation de la 
biotine . 

30 Dans 1' ensemble, on conclut que ce 

couplage, donnant de bons rSsultats sur la 
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streptavidine, est possible sur d'autres types de 
prot6ines . 

B) COUPLAGES EN UTILISANT TROIS MALEIMIDES DIFFERENTS 
5 Cinq types de spots ont 6t6 r6alis6s selon le 

schema ci-dessous: 

MR = milieu r^actionnel : tampon phosphate 
50 mM, pH =• 7 et pyrrole 20 nM 

T = t6moin : MR + SA seul 
10 - A = MR + S A couplSe au pyrrole via le 

trioxatridScanoyl mal6imide 

B = MR + SA coupl6e au pyrrole via l'6thyl 

malSdLmide 

C = MR + SA coupl6e au pyrrole via I'hexyl 

15 mal^imide 

Les figures 8 (a) et (b) illustrent les mesures 
d' intensity de fluorescence des diff^rents conjugu6s 
Streptavidine-pyrrole. Les spots sont disposes suivant 
20 le schema de la figure 8 (b) . Les references sur cette 
figure correspondent k celles indiqu^e ci-dessus. 

Les mesures d' intensit^s de fluorescence prises 
sur ces photos sont r6capitul6es dans le tableau 2 ci~ 
dessous • 

25 Les spots MRl, MR2 et MRS, conform&aent k 

I'attente des inventeurs, pr6sentent peu de 
fluorescence, ce qui montre 1' absence d' adsorption non 
specif ique. 

Les t^oins Tl et T2 correspondant k la SA non 
30 couplSe au pyrrole, et done adsorbde sur le 
polypyrrole, montrent une fluorescence trds inf^rieure 
k celles des ^chantillons SA-pyrroles. 
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Ainsi la presence du pyrrole sur la molecule 
favorise, ici aussi, I'accrochage de la streptavidine . 

En comparant les intensit^s de fluorescence de 
ces trois bras espaceurs, on constate qu' on a une 
meilleure fluorescence pour le bras,^ 

trioxatrid^canoyle^ suivi du bras ^thyle^ et enfin du 
bras hexyle. 



Tableau 2 

R6capxt:ialat:±£ des intensit6s liaiolneuses des d±££6rents 

polym&res 



Electropolymdrisation 




4ntensit6 de 
fluorescence 


SA + pyrrole 1 


A1 


960 


A2 


1025 


SA + pyrrole 2 


B1 


497 


B2 


457 


B3 


437 


SA+ pyrroles 


CI 


150 


C2 


200 


SA seule 


T1 


96 


T2 


91 


MR 


MR1 


10 


MR2 


10 


MR3 


10 



En l'6tat actuel des travaux, les inventeurs ne 
sont pas en mesure de savoir avec certitude pourquoi un 
bras pr6sente un meilleur signal qu'un autre. La 
r^ponse k cette question n^cessite des etudes et des 
caractSrisations suppl&aentaires • Les axes de reflexion 
pourraient §tre, par exexnple, la longueur et/ou le 
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caractfere hydrophile plus ou moins important des bras ; 
mais aussi l'ef£±cacit& du couplage, etc. 

Exemple 6 : I^es anticorps 

5 A) COUPLAGE DES ANTICORPS AVEC LE NHS -PYRROLE 

On utilise ici le pyrrolyl caproate de NHS et 
trois types d' anticorps differents : 

i) une Immunoglobuline G de lapin 

ii) une Immunoglobuline anti hCG ("human 
10 Chorionic Gonadotropin") . 

i) IgG de lapin 

10 mg d' immunoglobuline G (Ig G) sont repris 
dans 333 pi de PBS. On travaille avec un RMI de 40. 
15 Ainsi 12,5 pi (2,5 nmoles) de cette solution ont 6te 
mSlangSs k 6,7 pi (100 nmoles) d'une solution de 
pyrrolyl caproate de NHS 15 mM dans de la DMSO. La 
reaction est laiss^e 2h30. 

Les ^chantillons sont ensuite purifies ^ I'^aide 
20 de filtres Nalgen 30K, k 8000 tr/min pendant 20 
minutes, et rinc^s trois fois avec 100 pi de tampon de 
spotting, une centrifugation de 20 minutes 6tant 
n^cessaire entre chaque ringage. 

Enfin, les Ig G-pyrrole sont r6cup6r6es dans un 
25 voltime de 50 pi de tampon de spotting. 

ii) Immunoglobuline anti hCG 

On dispose de deux anticorps (Ig G) anti hCG 
diff&rents, tous deux issus de la souris, 1*HT 13 et le 
30 FBT 10. Le protocole suivi est le mSme pour chacun 
d'eux. 
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1 nmole d'anticorps est additionn^e ^ 67 yil 
d'une solution de pyrrolyl caproate 15 mM dans la DMSO, 
On laisse agir 2h30. 

Les 6chantillons sont f litres ^ coinine 
5 pr^c^dernmenti- ^ I'aide de f litres Nalgen^ rinc^s trois 
fois avec 100 pi de tampon de spotting* Deux 
^chantillons d' Ig G anti hCG— Pyrrole sont r6cup6r6s en 
solution dans du tan^on de spotting et dans un volume 
de 50 ]il. 

10 

B) SYNTHESE ELECTROCHIMIQUE DU POLYPYRROLE : SPOTTING 

La copolymSrisation est la mSme pour les deux 
modules considgr&s. 

Ici, elle est realisee avec 40 pi d'une 
15 solution contenant 20 pi de la solution Ig G-pyrrole 
(quelle qu'elle soit) et 20 pi de solution de spotting 
(tampon phosphate 20 idM, pyrrole 20mM) . 

C) PHASE DE DETECTION DES ANTICORPS GREFFES SUR LES 
SPOTS PAR FLUORESCENCE 

Dans les deux modules suivants, les spots sont 
rinc6s deux fois avec 1 ml de tampon PBS 10 mM^ BSA 
1%, Tween 0,05% (p/p) entre chaque 6tape, et toutes les 
reactions sont faites temperature ambiante. 

i) IgG de lapin 

Apr&s la synthase ^lectrochimique, les spots 
sont rinc^s puis bloqu^s avec 100 pi de tampon de 
ringage (PBS 10 mM, BSA 1%, Tween 0,05% (p/p)) pendant 
30 minutes. Aprds un second ringage, 100 pi d'une 
solution d'anticorps anti Ig G de lapin ou d'horome 
biotinyie respectivement diluSs au 1/10 000 et au 
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1/50 000, sont ajout6s. La reaction est laiss6e 30 
minutes. Apr^s un nouveau rin^age^ 100 ]al d'une 
solution de streptavidine R-phyco6rythrine k 10% dans 
du tampon de ringage sont ajout^s 10 minutes ^ 
5 1' obscurity. La detection de fluorescence est r6alis6e 
comme pr6c6deniment dans I'exemple 4. 

ii) Immunoglobuline anti hCG 

Le protocole suivi est le m§me que pr6c6demment 
en ce qui concerne les 6tapes de blocage et de ringage. 
Apres blocage et ringage, 100 pi d'une solution d'hCG 
300 nM dans du tampon PBS 10 mM, BSA 1%, Tween 
0,05%(p/p) est d6pos6e sur les spots. La reaction est 
laissde 30 minutes. On rince ^ nouveau, puis 100 \xl 
d'une solution d'anticorps anti hCG different de celui 
fix6 sur la plaque, et provenant du lapin, dilu6 au 
1/2 000 sont ajout6s. On laisse agir 30 minutes. Un 
nouveau ringage est effectu6, puis 100 pi d'une 
solution d'anti Ig G de lapin biotinyl6 dilute au 
1/10 000 sont ajout6s. 

La reaction est laiss6e 30 minutes. Aprds 
ringage, la r6v61ation est r6alis6e comme pr6cedemment. 

D) EXPERIENCES DE RESONANCE PLASMONIQUE DE SURFACE 
(SPR) AVEC LES ANTICORPS 

Afin de pouvoir analyser la fonctionnalit6 des 
plots, les inventeurs se sont places d, incidence fixe 
pour mesurer les cinStiques de variation de la 
r6flectivit6 en fonction du temps. 

Le d6tail de 1' instrumentation utilis6e est 
donn6 dans le document P. GUEDON et al. cit6 ci-dessus. 
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La figure 9 est une representation graphique du plasmon 
en tampon obtenu. 

Les inventeurs se sent done plac6s vers 34 rl^, 
pour etre dans le flanc droit du pic d' absorption de la 
5 courbe de reflectivity. 

Le protocole etait le suivant : 

- passage du bloquant^ solution contenant du PBS 
10 mM, de la BSA 1% et du tween 0,05%, destine a 
limiter les interactions non sp6cifiques par la 

10 suite, 

- mesure et enregistrement de la r^f lectivite en 
fonction de 1' angle d' incidence en milieu bloquant 
qui sert de tampon, 

- passage de I'anti-IgG lapin biotinyl6e, dilute au 
15 1/100, 

- retour en bloquant afin de mesurer la difference de 
niveau dans le mdme milieu avant et aprds la prise 
d' anticorps, 

- passage de I'hCG diluee au 1/100, 

20 - retour en bloquant afin de mesurer la difference de 
niveau dans le meme milieu avant et apres la prise 
d' anticorps, 

- passage de I'IgG anti-hCG issue du lapin dilue au 
1/2 000, 

25 - retour en bloc[uant afin de mesurer la difference de 
niveau dans le m^me milieu avant et aprSs la prise 
d' anticorps, 

- passage de I'anti-IgG lapin biotinyiee, diluee au 
1/100, 

30 - retour en bloquant afin de mesurer la difference de 
niveau dans le mSme milieu avant et aprds la prise 
d' anticorps. 
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- passage du tampon de r^gdn^ratlon, solution 
con tenant de la Glycine 0,1 M et de I'acide 
chlorhydrique (pH = 2,3), 

- retour en bloquant afin de comparer le niveau 
5 initial en bloquant lors du plasmon et le niveau 

final. 

Cette plaque est en premier lieu rev^l^e par 
des anti Ig G de lapin biotinyl6s puis par de I'hCG, 
des anti hCG issus du lapin, et enfin des anti Ig G de 

10 lapin biotinyl^s* L'exp6rience dure 5h20 min. 

La figure 10 annex&e est une representation 
graphique de la cin^tique des d6p6ts de la plaque : 2 
d6p6ts constitu6s d'lg G de lapin (IgG 1) et d'HBT 10 
(anticorps anti hCG) • 

15 Cette escpSrience d6montre que I'empilement des 

diffSrentes protSines se fait comme voulu. On constate 
ainsi bien les diffSrents paliers correspondants h 
I'attachement des prot6ines inject6es sur le ou les 
d6p6ts. Le d^pdt constitu6 d'lg G de lapin ne prend que 

20 des anti Ig G de lapin, et pas d'hCG* Le d6p6t 
constitu6 d'HBT 10 fixe bien I'hCG, ceci prouvant qu'il 
n'y a pas de reaction de croisement entre les deux 
types d' anticorps de lapin, k savoir, les Ig G de 
lapins fix6s sur la plaque et les anti hCG issus du 

25 lapin. 

Eac^npld 7 : Influence de 1'^ad.sseur de d6p6t de 
polym&re sur la capadtd de reconnaissance d'une 
protdine gre££6e sur/dans ee polym&re. 

30 Un anticorps anti IgG de lapin est greffS dans 

le polym&re selon le proc^dS donnS dans I'exenple 6. 
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Les d6p6ts sont r6alis6s ^ partir du m§me 
milieu r6actionnel (tampon phosphate de sodium 50 itiM 
pH 7, pyrrole 20 mM IgG) . Les d6p6ts^ realises en 
doiablet pour A ^ F et en triplet pour G sont realises 
5 par ^lectrospotting durant des temps variables gen6rant 
ainsi des polymeres d'^paisseurs variables. Les charges 
de synthase sont mesur^es et I'^paisseur du polymdre 
peut ainsi Stre 6valu6e- 

La biopuce fabriqu6e est ensuite traitSe avec 

10 des antiIgG de lapin biotinyl^es puis la reconnaissance 
est dStect^e grSce d la streptavidine-phycoSrythrine 
(voir exeiaple 6). L' image obtenue est foumie sur les 
figures 11 (a) et (b) annex6es et les resultats 
quantitatifs (IntensitSs de Fluorescence) sont donnas 

15 dans le 3 tableau ci-dessous. La figure 11 (b) est une 
repr6sentation sch6matique de la photographie 11 (a) 
permettent de mettre en Evidence les dSpdts. 

Les resultats montrent que lorsque le polymfere 
est trop ^pais^ la reconnaissance avec I'anti IgG de 

20 lapin (grosse molecule) se fait dif f icilement . On 
arrive dans le cas des polymeres 6pais k un syst^e 
d' emprisonnement comrae celui d^crit par Wolowaczs et 
al. dans Anal. Chem. 1992^ 64^ 1541-1545. Dans le cas 
de la fluorescence, l'6paisseur optimale est de I'ordre 

25 de 10 nm, ce qui correspond a peu pr6s au diam&tre de 
la mol6cule immobilis6e. Elle ne peut done pas Stre 
sinqplement emprisonn^e dans le polymdre ce qui implique 
une fixation covalente. Cette xnSme Spaisseur de 
polym^re (inf6rieure k lOnm) permet par ailleurs 

30 d'optimiser la detection par resonance plasmonique (P. 
GUEDON et al. Anal. Chem. 2000 72, (24), 6003-6009). 
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Tableau 3 



plots 


Ourdede 
synthtee 
(ms) 


Charae 

Iwll liJ^r 

(MC) 


Charae 

IGU 

(jjC/mm*) 


(nm) 


IF (UA) 


A 


250 


10 


25 


5 


90 


B 


500 


15 


37 


7,2 


102 


C 


1000 


20 


50 


10 


160 


D 


2000 


37 


90 


18 


140 


E 


4000 


58 


142 


28 


90 


F 


8000 


115 


287 


56 


80 


G 


16000 


205 


512 


102 


30 



Conclusion 

5 L'6paisseur du polym6re joue done un rdle cl6 

dans la capacity de fixation et surtout dans la 
capacity de reconnaissance de protSines encombrSes. On 
peut done comparer les 6paisseur ou les densit6s de 
charge d'^lectropolym^risation d6crits dans la 

10 litterature : Wolowacz et al propose des films 
incorporant de la Glucose oxydase, les densit^s de 
polym6risation sont de I'ordre de 1,4 mC/mm^ (soit une 
6paisseur de film d' environ 280 run) • Dans ce cas, le 
capteur fonctionne car il permet, de par la porosit6 du 

15 polymSre, la diffusion d'un petit analyte, le glucose. 
Plus r6cemment, Sadik et al dans le document pr6cit6 
proposent un capteur immunologigue sur le module de la 
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s6riain albumine hvimaine (HSA) , I'Spaisseur du film de 
polypyrrole utilis6 pour I'emprisonnement de la 
prot^ine est au minimum de 350 nm soit una density de 
charge de polymerisation de 1,5 raC/mm^ . 
5 Aucun art ant^rieur n'a d^crit ou sugg^r^ que 

l'6paisseur du polymdre peut avoir une influence sur la 
r6ponse biologique d'un biocapteur. Les inventeurs sont 
done les premiers k foumir un proc6d6 qui prend en 
compte ce param6tre permettant, de manidre inattendue, 
10 de resoudre les problSmes prScit^s de I'art ant^rieur. 
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REVENDICATIONS 

1. Proc^d^ de fixation d'une proteine sur un 
support conducteur au moyen d'un polym&re du pyrrole 

5 conqprenant les Stapes suivantes : 

couplage de la prot6ine A fixer avec un 
monomdre du pyrrole de mani^re h obtenir une premiere 
solution d'un compost de couplage prot^ine-pyrrole, 

preparation d'une deuxi&ne solution du 
10 monomdre du pyrrole non coupl6 k la proteine, 

- melange de ladite premiere solution avec 
ladite deuxi&ne solution pour obtenir une solution 
d' electropolym6risation, 

61ectropolym6risation du pyrrole et de la 
15 protSine couplSe au pyrrole sur au moins une zone 
d^terminee du support conducteur k partir de ladite 
solution d' electropolym6risation, ladite 

61ectropolym6risation 6tant r6alis6e en delivrant sur 
ladite zone une quantity de courant de 1 a 500 iiC/mm^ . 

20 

2. Proc6de selon la revendication 1, dans 
lecjuel l'eiectropolym6risation est r^alis^e en 
delivrant sur ladite zone une quantity de courant de 5 
k 100 ^C/nrni^. 

25 

3. Proc&d6 selon la revendication 1, dans 
lequel la, au moins une, zone conductrice sur laquelle 
1' 61ectropolym6risation est r6alis6e est, au moins un 
plot d'un support de biocapteur. 

30 

4. Proc6d6 selon la revendication 1, dans 
lequel le covqplage de la proteine k fixer avec du 



wo 2004/048972 




'CT/FR2003/050127 



36 



pyrrole est r6alis6 au moyen d'une activation du 
pyrrole suivie d'un couplage du pyrrole active k la 
prot^ine k fixer. 

5 5. Proc^d^ selon la revendication 4, dans 

lequel 1' activation du pyrrole est r^alis^e au moyen de 
N-hydroxy-sulfosuccinimide ou de iaal6imide. 

6. Proc^dd selon la revendication 4, dans 
10 lequel le compost de couplage pro t6ine -pyrrole est 
choisi parmi les composes suivants : 

et 




15 7. Proc6d6 selon la revendication 1, dans 

lequel deux prot6ines sont fixSes sur le polymSre du 
pyrrole, successivement et sur deux zones diff6rentes 
dSterminSes du support conducteur. 

20 8. Proc6d6 selon la revendication 1, dans 

lequel la prot^ine est choisie dans le groupe constitu6 
d'une enzyme^ d'un anticorps, d'un antigdne, d'une 
hormone, d'un r^cepteur. 
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9. Utilisation d'un proc6d6 selon I'une 

quelconque des revendications 1 A 8 pr6c6dentes pour 

fabriquer un monocapteur ou un imilticapteur. 

5 10. Utilisation d'un proc6d6 selon I'une 

quelconque des revendications 1^8 pr6c6dentes pour 
fabriquer une biopuce. 
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